肺癌占全球癌症死亡的首位。其中非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）占肺癌总数超过80%，容易发生侵袭和转移，多数患者死于转移和复发。深入了解肺癌侵袭转移机制，并探讨其防治策略尤为必要。近年来研究^\[[@b1],\ [@b2]\]^发现青蒿素及其衍生物除了具有抗疟作用外，对多种肿瘤细胞在体外具有杀伤或抑制作用，但其作用机制尚不十分清楚。多项研究^\[[@b3],\ [@b4]\]^证实青蒿素衍生物之一---青蒿琥酯可抑制肺癌细胞增殖，并诱导其凋亡。本研究继续观察低浓度青蒿琥酯对肺癌A549细胞侵袭转移能力的影响和对细胞间粘附分子-1（intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1）、基质金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinase-9, MMP-9）蛋白表达的影响，以期为NSCLC治疗提供新思路。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 细胞、动物及试剂 {#s1-1}
---------------------

人NSCLC A549细胞株购于中南大学肿瘤研究所。SPF级BALB/C-nu/nu品系裸鼠购于中科院上海实验动物中心。青蒿琥酯购于桂林南药股份有限公司（批准文号H-10930195），用5%碳酸氢钠注射液溶解超滤除菌后，再用RPMI-1640培养液稀释成不同终浓度备用。RPMI-1640培养基和胎牛血清购于浙江天杭生物科技有限公司。胰蛋白酶、MTT（噻唑蓝）和DMSO（二甲基亚砜）购于美国Sigma公司。Transwell侵袭小室购自美国Costar公司。ICAM-1和MMP-9兔多抗购于美国Santa Cruz公司。

1.2. 细胞培养 {#s1-2}
-------------

将A549细胞用RPMI-1640培养液培养，内含10%胎牛血清、青霉素100 U/mL、链霉素100 U/mL。置于37 ℃、5%CO~2~、饱和湿度环境下培养。

1.3. MTT实验 {#s1-3}
------------

取对数生长期的A549细胞，调细胞浓度为2×10^5^个/mL，以每孔200 μL接种于96孔板，每组6复孔。分别加入终浓度为0 μg/L、1.25 μg/L、2.5 μg/L、5 μg/L、10 μg/L和20 μg/L的青蒿琥酯50 μL，置37 ℃、5%CO~2~培养箱中培养24 h。离心去上清，每孔加5 mg/mL的MTT 20 μL，37 ℃培养4 h后，加入现配的DMSO，振荡溶解，酶标仪测570 nm处吸光度。计算细胞增殖抑制率。

1.4. Transwell小室体外侵袭实验 {#s1-4}
------------------------------

取对数生长期的A549细胞，分别加0 μg/L、1.25 μg/L、2.5 μg/L和5 μg/L的青蒿琥酯作用24 h，胰蛋白酶消化，调细胞浓度为2×10^5^个/mL，各组分别吸取200 μL接种于上层小室，将其置于灭菌的24孔板。下室加入含10%小牛血清的RPMI-1640培养液。常规培养24 h。将上室面的Matrigel和细胞用湿棉签擦掉，膜用甲醇固定10 min，苏木精染色，高倍镜下计数穿过微孔膜的细胞数。每组细胞随机计数10个视野，求其平均值。实验重复3次。

1.5. 裸鼠A549细胞移植瘤生长抑制实验 {#s1-5}
-----------------------------------

于裸鼠右后肢皮下接种A549细胞0.2 mL（约含活细胞数1×10^6^个），约1周后长出肿块。取已成瘤小鼠20只，随机分成4组。参考文献\[[@b5]\]分别腹腔注射低浓度青蒿琥酯10、20和40 mg/kg，对照组注射等量生理盐水。每日1次，连续注射14天。于最后一次给药治疗12 h后无痛处死小鼠，取出移植瘤并称重。计算抑瘤率。

1.6. Western blot实验 {#s1-6}
---------------------

分别将各组移植瘤标本匀浆，提取总蛋白，蛋白定量，取15 μL样品加入等体积2×上样缓冲液，煮沸5 min备用。取100 μg蛋白样品进行SDS-PAGE凝胶电泳后，电转至硝酸纤维素膜，脱脂奶粉封闭液孵育2 h，加入相应一抗4 ℃过夜（β-actin为内参），漂洗后与辣根过氧化物酶标记的二抗结合，化学发光显色。IPP光密度分析软件进行目的条带的表达检测及分析。

1.7. 统计学方法 {#s1-7}
---------------

实验数据以Mean±SD表示，采用SPSS 16.0统计软件，两均数比较经方差齐性检验后，方差齐者用*t*检验。多组间数值资料比较采用方差分析。以*P* \< 0.05为差异具有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 青蒿琥酯对A549细胞的增殖抑制作用 {#s2-1}
-------------------------------------

青蒿琥酯对A549细胞的生长具有抑制作用。青蒿琥酯终浓度 \> 5 μg/L时，对A549细胞生长抑制作用明显，差异有统计学意义（*P* \< 0.01）；青蒿琥酯终浓度≤5 μg/L时，在24 h内对A549细胞的生长无明显毒性作用，差异无统计学意义（*P* \> 0.05），A549细胞存活率超过90%（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。后续Transwell小室体外侵袭实验采用较低浓度青蒿琥酯（≤5 μg/L）。

###### 

青蒿琥酯对A549细胞增殖率的影响（Mean±SD, *n*=6）

The proliferation-inhibiting effect of artesunate on A549 cells (Mean±SD, *n*=6)

  Concentration (*μ*g/L)   OD (A~570~ nm)    Inhibition rate (%)
  ------------------------ ----------------- ---------------------
  0                        0.795±0.142       \-
  1.25                     0.768±0.123       96.6
  2.5                      0.745±0.112       94.1
  5                        0.694±0.153       90.6
  10                       0.589±0.096^\*^   74.1
  20                       0.402±0.028^\*^   50.6

2.2. 青蒿琥酯抑制A549细胞侵袭转移 {#s2-2}
---------------------------------

Transwell体外侵袭实验结果显示，与对照组穿过小室的细胞数（96.33±6.41）相比，青蒿琥酯1.25 μg/L组、2.5 μg/L组及5 μg/L组的侵袭转移细胞数明显减少，分别为（75.43±4.37）（*P* \< 0.05）、（61.43±3.61）（*P* \< 0.01）和（39.31±3.41）（*P* \< 0.01）（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![不同浓度青蒿琥酯对肺癌A548细胞侵袭、迁移的影响。A：0 *μ*g/L青蒿琥酯组；B：1.25 *μ*g/L青蒿琥酯组；C：2.5 *μ*g/L青蒿琥酯组；D：5 *μ*g/L青蒿琥酯组。\
Effects of artesunate with different doses on migration and invasion of lung cancer A459 cells. A: 0 *μ*g/L artesunate group; B: 1.25 *μ*g/L artesunate group; C: 2.5 *μ*g/L artesunate group; D: 5 *μ*g/L artesunate group.](zgfazz-16-11-567-1){#Figure1}

2.3. 青蒿琥酯对裸鼠A549细胞移植瘤的影响 {#s2-3}
---------------------------------------

经低浓度青蒿琥酯处理后，各剂量组移植瘤瘤重均较对照组减轻。其中青蒿琥酯20 mg/kg组（0.52±0.05）g和40 mg/kg组（0.37±0.03）g的瘤重与对照组（0.69±0.05）g相比有统计学差异（*P* \< 0.01）；10 mg/kg青蒿琥酯组瘤重（0.62±0.04）g与对照组相比无统计学差异（*P* \> 0.05）（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。随青蒿琥酯剂量的增加，对移植瘤的抑制率有增大趋势。各剂量组的抑瘤率分别为8.69%（10 mg/kg组）、24.74%（20 mg/kg组）和43.09%（40 mg/kg组）。

![不同剂量青蒿琥酯对A549细胞移植瘤瘤重影响（Mean±SD, *n*=5）（^\*^*P* \< 0.01, 与对照组比较）\
The effect of artesunate with different doses on the heavy of A549 cell xenograft tumor (Mean±SD, *n*=5) (^\*^*P* \< 0.01, when compared with control group)](zgfazz-16-11-567-2){#Figure2}

2.4. 青蒿琥酯对裸鼠A549细胞移植瘤ICAM-1和MMP-9蛋白表达影响 {#s2-4}
----------------------------------------------------------

Western印迹结果显示，经青蒿琥酯处理后，10 mg/kg青蒿琥酯组即开始出现ICAM-1和MMP-9蛋白表达量降低。与对照组相比，ICAM-1蛋白表达分别降低16.67%（10 mg/kg组）、40.48%（20 mg/kg组）和58.91%（40 mg/kg组）；MMP-9蛋白表达分别降低21.05%（10 mg/kg组）、41.52%（20 mg/kg组）和66.31%（40 mg/kg组），差异有统计学意义（*P* \< 0.05）（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

![不同剂量青蒿琥酯对A549细胞移植瘤ICAM-1和MMP-9蛋白表达影响（Mean±SD, *n*=6）（^\*^*P* \< 0.05, 与对照组比较）\
The effect of artesunate with different doses on the ICAM-1 and MMP-9 expression in A549 cell xenograft tumor (Mean±SD, *n*=6) (^\*^*P* \< 0.05, when compared with control group)](zgfazz-16-11-567-3){#Figure3}

3. 讨论 {#s3}
=======

青蒿素是我国科学家开发的具有完全知识产权的抗疟药。青蒿琥酯是青蒿素的衍生物之一，具有更好的水溶性和抗疟效果。研究^\[[@b2],\ [@b6]\]^表明青蒿素及其衍生物除有抗疟作用外，还具有抗肿瘤、抗炎、抗纤维化等生物学作用。目前青蒿素及其衍生物表现出的强大抗肿瘤活性越来越引起国内外学者注意。美国癌症协会的研究^\[[@b1]\]^表明：青蒿琥酯对结肠癌细胞、白血病细胞、黑色素瘤细胞、乳腺癌细胞等55种恶性肿瘤细胞具有细胞毒性作用。多项研究^\[[@b3],\ [@b4]\]^亦证实青蒿琥酯可以剂量依赖方式抑制体外培养的肺癌细胞增殖，并诱导其凋亡。本研究以较低浓度青蒿琥酯作用于裸鼠A549细胞移植瘤模型，观察青蒿琥酯对A549细胞的体内抗瘤效应。结果发现较低浓度的青蒿琥酯即对移植瘤有一定抑制作用。进一步提示青蒿琥酯可能是一种潜在的抗肺癌药物选择。

肿瘤的侵袭和转移是导致肿瘤患者死亡的主要原因。NSCLC转移复发率更是居于原发性恶性肿瘤的前列。从分子水平深入了解肺癌侵袭转移机制，并探讨其防治策略尤为必要。肿瘤的侵袭转移是一个多阶段的复杂过程，从分子水平可概括为粘附、蛋白降解和移动三个步骤。肿瘤细胞首先粘着于细胞外基质、血管内皮、靶器官细胞等处。然后分泌水解酶，降解和破坏细胞外基质及毛细血管基底膜等。突破限制后浸入周围组织器官或进入血循环或淋巴系统，最终形成转移灶。目前关于青蒿琥酯对恶性肿瘤细胞侵袭转移能力影响较少有报道。在炎症、纤维化等的研究^\[[@b7]-[@b9]\]^中发现，青蒿琥酯具有调节蛋白水解酶表达，影响细胞外基质合成及降解的作用。鉴于此，本研究首先通过体外实验，得到青蒿琥酯对A549细胞增殖抑制作用的浓度范围，然后以较低浓度青蒿琥酯进行Transwell小室侵袭实验，观察较低浓度青蒿琥酯对体外培养的肺癌A549细胞侵袭能力的影响。结果发现A549细胞侵袭能力随着青蒿琥酯浓度增加而逐渐降低。提示青蒿琥酯对肺癌细胞的抑制作用可能也与其降低肺癌细胞侵袭能力有关。

ICAM-1和MMP-9是肿瘤细胞侵袭转移过程中非常重要的两个细胞因子。ICAM-1表达于肿瘤细胞膜表面，介导肿瘤细胞-内皮细胞、肿瘤细胞-细胞外基质的粘附；同时也介导肿瘤细胞-淋巴细胞粘附，使肿瘤细胞易于随淋巴细胞迁移进入血循环或淋巴循环，增加肿瘤迁移浸润的机会。ICAM-1在多种类型的肿瘤组织中存在异常表达^\[[@b10]\]^。针对NSCLC患者的研究^\[[@b11],\ [@b12]\]^发现，ICAM-1在NSCLC组织中高表达，且其表达量与肺癌不同分期、侵袭转移和病理类型等密切相关。本研究亦证实在体内A549细胞移植瘤中存在ICAM-1高表达。提示ICAM-1与肺癌的侵袭转移密切相关。MMPs是降解细胞外基质最重要的酶类，同时还具有促进肿瘤血管生成的作用。MMP-9是MMPs中分子量最大的酶，可降解细胞外基质及基底膜的主要结构蛋白Ⅳ型胶原，在胶质瘤、胃癌、结肠癌等多种侵袭性强的恶性肿瘤中高表达。临床研究发现，MMP-9不光高度表达于肺癌组织中，在患者血清水平亦存在显著升高，是NSCLC患者早期诊断和预后判断的重要参考指标^\[[@b13],\ [@b14]\]^。抑制体外培养的H1299肺癌细胞MMP-9表达，则能抑制其早期转移^\[[@b15]\]^。本研究亦发现在体内A549细胞移植瘤中存在MMP-9高表达。鉴于ICAM-1和MMP-9与肺癌侵袭转移的密切关系，本研究观察了较低浓度青蒿琥酯对A549细胞裸鼠皮下移植瘤内ICAM-1和MMP-9表达的影响。结果发现较低浓度青蒿琥酯（10 mg/kg）即可下调移植瘤内ICAM-1和MMP-9表达量，提示青蒿琥酯对肺癌细胞侵袭能力的影响可能与其抑制ICAM-1和MMP-9表达有关。
